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INTRODUCAO:

A nisina é um peptideo antimicrobiano
que possui origem bacteriana (Lactococcus
lactis) e cujo mecanismo de acdo antibacteriana
ocorre pela ruptura da membrana plasmatica e
inibicdo da sintese de parede celular, ao se ligar a
um precursor de peptidoglicano de parede celular
(lipideo 1) (Gharsallaoui et al., 2016).
Descoberta em 1928, vem recebendo destaque
por seu amplo espectro de agdo antimicrobiana,
baixa indugdo de resisténcia bacteriana, baixa
citotoxicidade, com maior eficacia contra
bactérias Gram-positivas (Cotter et al., 2005;
Asaduzzaman e Sonomoto, 2009; De Arauz et
al., 2009; Van Heel et al., 2011; Balciunas et al.,
2013; Cotter et al., 2013; Shin et al., 2015). E
bastante utilizada como conservante natural na
inddstria alimenticia, atuando como conservante
em laticinios, carnes, frutos do mar e vegetais
(Gharsallaoui et al., 2016)

Quanto a sua atividade antimicrobiana,
esse  peptideo ja foi testado contra
microrganismos  associados a  infecgOes
sistémicas, como Staphylococcus aureus (Okuda
et al., 2013; Field et al., 2016) e Pseudomonas

aeruginosa (Giacometti et al.,, 1999). Na
Odontologia, ja  demonstrou  atividade
antimicrobiana ~ contra  bactérias  como
Streptococcus mutans, Enterococcus faecalis
(Turner et al., 2004; Tong et al., 2010; Tong et
al., 2011; Su et al.,, 2018), bem como contra
fungos como Candida albicans (Le Lay et al.,
2008; Akerey et al., 2009).

Comercialmente, pode ser encontrada em
dois padrdes: farmacéutico e alimentar. Apesar
de ambos os padrdes atenderem a requisitos de
qualidade, é importante considerar que o grau
farmacéutico passa por processos de fabricacédo
mais rigorosos e € destinado a aplicacdes
especificas na industria farmacéutica, enquanto o
grau alimentar é usado em produtos alimenticios,
sendo produzido em maior escala para atender a
demanda deste mercado. Sendo assim, o custo de
producdo é diferente entre os dois padrdes, sendo
0 padréo alimentar mais barato.

Diante disso, 0 objetivo desse estudo foi
avaliar e comparar a atividade antimicrobiana das
nisinas de padrdo farmacéutico e alimentar contra
bactérias de interesse médico-odontoldgico,
tendo em vista sua aplicacdo em condicGes orais
e sistémicas.
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METODOLOGIA:

Substéncias testadas, preparo das solugdes e
grupos experimentais

As substancias testadas foram: Nisina de
grau farmacéutico (Sigma-Aldrich) e de grau
alimentar (S. Vale Alimentos), preparadas em
agua destilada. Levando em consideracdo a
concentracdo de nisina na formulacéo (2,5% em
NaCl), a concentracdo correspondente de NaCl
presente na Nisina também foi testada para
verificar a influéncia do NaCl no crescimento
microbiano. Os grupos experimentais foram:
a) Grupo teste: Nisina + bactéria + meio de
cultura.

b) Grupo controle de NaCl: NaCl + bactéria +
meio de cultura.

c) Grupo controle positivo: Bactéria + meio de
cultura.

d) Controles de turbidez e contaminacdo da
nisina: Nisina + meio de cultura.

e) Controle de contaminacdo: Meio de cultura.

Microrganismos e condi¢des de cultivo

As bactérias foram armazenadas em
freezer — 80°C em meio de cultura Brain Heart
Infusion (BHI) caldo, contendo 20 % de glicerol.
Para uso nos experimentos, 0S microrganismos
foram reativados em meio &gar por 24 h. Os
microrganismos e as condic¢des de cultivo estdo
descritos no quadro 1.

Ensaio de Concentracdo Inibitéoria Minima
(CIM)

A atividade antibacteriana (ATB) das
substancias foi determinada pelo ensaio de CIM,
atraves do método de microdiluicdo seriada em
placas de 96 pocos, conforme protocolo
recomendado pelas normas do Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI, 2012).

As bactérias foram cultivadas em meio
agar por 24 horas (Quadro 1). Para ajuste de
inoculo, 2 a 3 coldnias foram suspendidas em
tubos de vidro contendo meio de cultura até
atingirem absorbancia de 0,1 — 660 nm

(concentracdo de 1x108 Unidades Formadoras de
Colbnias/mL (UFC/mL), sequido de diluicdo de
100x. Apo6s, 100 pL do indéculo bacteriano foram
adicionados nas placas de 96 pocos contendo as
substancias a serem testadas e demais grupos
experimentais (concentracdo final de bactérias na

placa: 5x10° UFC/mL).

As nisinas foram testadas na faixa de
concentracdo de 500 pg/mL até 0,25 pg/mL. O
NaCl foi testado de 39.000 pg/mL (1,95%) até
19,04 pg/mL (0,0009%). As placas foram
incubadas em condicdes especificas em meio de
cultura caldo para cada microrganismo testado
(Quadro 1).

Anélise dos resultados

Ap06s o periodo de incubagdo, a CIM foi
analisada por meio da analise visual, analise em
espectrofotobmetro (660 nm) de placas e
coloracdo com resazurina (0,01%). Foi
considerada a CIM a menor concentracdo capaz
de inibir o crescimento microbiano.

RESULTADOS E DISCUSSAO:

As nisinas de grau farmacéutico e alimentar
apresentaram atividade ATB contra as bactérias
Gram-positivas testadas. A CIM variou entre
3,91 pg/mL (S. oralis) e 125 pg/mL (S. mutans).
N&o houve diferenca no valor da CIM para S.
oralis, S. mitis e S. sanguinis. Para S. mutans e S.
aureus, a nisina de grau farmacéutico apresentou
atividade antimicrobiana em menor concentracao
(diferenca de 1 x CIM).

A bactéria mais sensivel a acdo de ambas as
nisinas foi a S. oralis e a menos sensivel foi S.
mutans. Para as bactérias Gram-negativas e para
o controle de NaCl ndo foi encontrado efeito
antimicrobiano. Os valores de CIM estdo
apresentados na Tabela 1.

Desse modo, este estudo destaca a maior
susceptibilidade de bactérias Gram-positivas em
relacio as Gram-negativas. Duas possiveis
explicagdes podem estar relacionadas ao: 1)
mecanismo de acdo da nisina e; 2) diferencas
estruturais das bactérias Gram-positivas e Gram-
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Quadro 1: Condices de cultivo dos microrganismos utilizados.

N
=g
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Unicamp

Microrganismo Meio de cultura utilizado Meio de cultura utilizado no Cultivo
para reativa-lo ensaio de CIM
Streptococcus mutans BHI &gar BHI caldo Estufa de aerobiose com 10%
(UA 159) COg, durante 24 horas, a 37
°C.
Streptococcus sanguinis BHI agar BHI caldo Estufa de aerobiose com 10%
(ATCC 10904) de CO,, durante 24 horas, a 37
°C.
Streptococcus mitis BHI agar BHI caldo Estufa de aerobiose com 10%
(ATCC 494556) de COg, durante 24 horas, a 37
°C.
Streptococcus oralis BHI &gar BHI caldo Estufa de aerobiose com 10%
(ATCC 10556) de CO, durante 24 horas, a 37
°C.
Staphylococcus aureus MH &gar MH caldo Estufa de aerobiose por 24
(ATCC 33591) horas a 37 °C.
Escherichia coli MH agar MH caldo Estufa de aerobiose por 24
(ATCC 25922) horas a 37 °C.
Pseudomonas aeruginosa MH agar MH caldo Estufa de aerobiose por 24
(ATCC 27853) horas a 37 °C.

Legenda: BHI: Brain Heart Infusion, MH: Mueller-Hinton.

Tabela 1: Concentracéo Inibitéria Minima (CIM) das Nisinas testadas.

Microrganismo CIM nisina Sigma- CIM nisina S. Vale CIM NacCl
Aldrich (pg/mL) Alimentos (ug/mL) (ng/mL
Streptococcus oralis 3,91 3,91 NE
(ATCC 10556)
Streptococcus mitis 7,8 7,8 NE
(ATCC 494556)
Streptococcus sanguinis 62,5 62,5 NE
(ATCC 10904)
Streptococcus mutans 62,5 125 NE
(UA 159)
Staphylococcus aureus 7,81 15,63 NE
(ATCC 33591)
Escherichia coli NE NE NE
(ATCC 25922)
Pseudomonas aeruginosa NE NE NE

(ATCC 27853)

Legenda: CIM: concentragéo Inibitéria Minima; NE: Nao Encontrado.
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-negativas. A nisina, como ja mencionado, atua
ligando-se ao precursor de peptidoglicano
(lipideo 1) presente na membrana plasmaética das
bactérias (Gharsallaoui et al., 2016). Tal ligacéo,
que envolve interagcdes eletrostaticas entre a
nisina (carga positiva) e os fosfolipidios da
membrana (carga negativa), resulta na formacéo
de poros na membrana plasmatica, levando ao
extravasamento de componentes celulares e a
inibicdo ou morte da bactéria, e na inibicdo da
biossintese da parede celular (Martin et al., 1996;
Breukink et al., 1999; Wiedemann et al., 2001;
Gharsallaoui et al., 2016; Wang et al., 2020).

A primeira variavel que pode justificar a
diferenca de susceptibilidade de diferentes
bactérias a acdo da nisina € a eficacia da interacéo
nisina-lipideo 11, que depende da composicao e
da quantidade de fosfolipidios na membrana
celular (Gharsallaoui et al., 2016; Wang et al.,
2020). A segunda possibilidade pode envolver a
composi¢do da membrana e parede celular das
bactérias. Enquanto as bactérias Gram-positivas
possuem uma membrana plasmatica e uma
parede celular espessa, as Gram-negativas
possuem uma membrana plasmatica extra, que
confere uma protecdo adicional a alguns
antibidticos, estando o alvo lipidico 1l da nisina
em bactérias Gram-negativas protegido por esta
membrana externa menos permeavel, que exclui
substancias hidrofébicas e macromoléculas
(Charest et al., 2024).

Uma vez que isto pode ocorrer, um
mecanismo acdo antibacteriana alternativo foi
proposto, no qual a nisina parece aglomerar a
membrana externa (MO), resultando em
interacbes ndo especificas com moléculas
lipidicas da membrana (Prince et al., 2016).

De fato, nas concentragdes testadas em
nosso estudo, as bactérias Gram-negativas nao
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foram inibidas por nenhuma das nisinas testadas

nas concentragdes testadas.

Entretanto, dadas as possiveis aplicacdes
na nisina como antimicrobiano, diversos estudos
ttm  buscado  melhorias na  atividade
antimicrobiana da nisina, principalmente
associando a outras substancias antimicrobianas
ou atuando em escala nanométrica. Na éarea
médica, estudos demonstraram que
nanoparticulas de nisina com quitosana
apresentaram melhorias na  atividade
antimicrobiana contra bactérias como S. aureus,
E. coli, Salmonella enterica, Listeria
monocytogenes (forma planctbnica e em
biofilmes) (Zohri et al., 2010; Lee et al., 2018;
Khan et al., 2018; Ustiin et al., 2022; Hu et al.,
2024). Formulagbes em  nanogéis de
carboximetilquitosana carregadas nisina também
destacaram as melhorias na  atividade
antimicrobiana com utilizacdo de nisina e
formulacbes em nanoescala (Wu et al., 2023).

Na Odontologia, 0 uso de nanoparticulas
de nisina mostrou aumento da atividade
antibiofilme contra Tannerella denticola (Radaic
et al., 2022). Todas estas evidéncias embasam a
necessidade de mais estudos que investiguem o
potencial dos peptideos antimicrobianos, neste
caso especial da nisina, em condi¢des orais e
sisttmicas que envolvam a patogénese
microbiana, associada ou ndo a antibioticos ja
disponiveis no mercado, além da necessidade de
tecnologias que possam aprimorar a atividade
antimicrobiana dessa substancia.

CONCLUSOES:

Tanto a nisina de padrdo farmacéutico
quanto a alimentar apresentaram atividade
antimicrobiana contra as bactérias Gram-
positivas testadas, com valores de CIM iguais ou
proximos, sugerindo que a nisina de padréo
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alimentar pode ser uma alternativa
financeiramente viavel para futuras pesquisas.
Ademais, podemos sugerir que a nisina apresenta
um grande potencial como agente antimicrobiano
na Odontologia e na Medicina, contra bactérias
orais e de interesse medico, tendo em vista sua
aplicacdo em condicdes orais e sistémicas.
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